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論文内容要旨
 本研究では,MLHl遺伝子のミスセンス変異の病的意義を解明する目的で,酵母を用いた機
 能解析法(Yeast法)とi17、ノ'11ηでのDNAミスマッチ修復(mismatchrepair;MMR)能を測
 定する方法(i1フvllroMMR法)により,MLH1変異体がMLH1タンパク質機能に及ぼす影響
 について検討した。Yeast法は野生型ヒトMLH1タンパク質が有する出芽酵母のMMRシステ
 ムを阻害する効果(dominantmutatoreffect;DME)を繰り返し配列の不安定性を用いて検
 出し,MLH1変異によるその効果への影響を評価する方法である。一一方,i1マ、抛りMMR法は,
 ヒト大腸癌細胞HCT116にMLH1を発現し,その細胞質抽出物がミスマッチ塩基対を有する二
 本鎖DNAをi'～吻roで修復する効率を測定し,MLH1変異による修復機能への影響を評価する
 方法である。この2法を用いて,計101種類のMLH1変異体(99種類のミスセンス変異体,1種
 類のナンセンス変異体,1種類の一アミノ酸欠失変異体)の機能評価を行った。Yeast法では,3
 種類の異なるレポーターシステムによりDMEを検出したが3種類全てで機能保持型,喪失型と
 評価された変異体がそれぞれ43種類,32種類であり,その他26種類は3種類のYeast法で評価
 が一致せず部分的に機能喪失している変異体であると考えられた。i1"'11りMMR法では各変異
 体は0%から90.2%まで様々な活性をもち,それぞれの変異により機能に及ぼす影響は程度の差
 があることが示された。野生型MLH1の活性からカットオフ値を59.7%に設定し,51種類を
 MMR活性型,50種類をMMR不活性型と評価した。iln・〃roMMR法ではさらに,各変異体
 のMLH1の発現量を検出し,変異によりMLH1タンパク質の安定性にも様々な程度の影響が
 生ずることが示された。しかし,〃"ilroMMR活性とタンパク質安定性の間に明らかな相関性
 は認められず,1ηv"roMMR活性がタンパク質の発現量のみに依存するわけではないと考えら
 れた。Yeast法とinvi1κoMMR活性の結果を比較した結果,3種類のどのYeast法においても
 DME陽性群のMMR活性はDME陰性群のMMR活性よりも高く,両法による機能評価の間
 に相関を認めた。また3種類のYeast法で評価が一致しなかった群のMMR,活性は全てでDME
 陽性であった群,陰性であった群の中間の活性を示し,これらが部分的に機能を喪失しているこ
 とが示唆された。Yeast法と1nソ'ガroMMR法の両方で機能保持型が35種類,両方で機能喪失
 型が28種類,その他が38種類であった。Yeast法と111vlゴroMMR法において評価が一致しな
 かった変異体は,両解析法が異なる原理の機能評価法であるため異なる機能を一部喪失した変異
 体である可能性が考えられた。これら2種類の機能解析を組み合わせることは,結果が一致した
 変異体の評価は高い信頼度が得られるという点とそれぞれ単独の機能解析法よりさらに多くの部
 分的な機能喪失型を検出できるという点において有用であると考えられた。また,これらの機能
 解析法により機能喪失型と評価された変異体はMLH1のアミノ酸配列上のN末端とC末端に集
 積し,機能保持型は広く全長に分布した。さらに変異体の機能評価とMLH1タンパク質の結晶
 構造上の変異部位の関係を明らかにするために,大腸菌のMutLの結晶構造を基にホモロジ一
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 モデリングによりヒトMLH1タンパク質の構造予測を行った。本研究により機能喪失型と評価
 された変異体はN末端のATPbinclingpocketおよびC末端のヘテロ結合体形成部位の結合面
 であるαCヘリックスに集積した。したがって変異体の機能評価とタンパク質の構造学的に推測
 される機能ドメインの間に相関性が示された。さらに,機能解析法で得られた表現型と,その変
 異体を有した家系の臨床的表現型,つまり家族集積性や発症年齢の間の相関性について検討を行っ
 た結果,機能喪失型変異は家族集積性が高く最小発症年齢が低い家系において報告されている傾
 向が認められた。本研究で提示した多方法による機能評価により,醒しHノ変異を有する個人の癌
 発症リスクをより正確に予測できることに加えて,さらに変異型と表現型の相関性,機能と構造
 の相関性についてのより詳細な知見を提供することができると考えられる。
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 審査結果の要旨
 遺伝性非ポリポーシス性大腸癌は,遺伝性腫瘍のうち最も頻度の高い疾患の1つで,その多く
 はDNAミスマッチ修復遺伝子(皿Hノ,幡H2,幡H6およびP幡2)の胚細胞性変異が原因
 で発症する。皿Hノ遺伝子変異が約半数を占めるが,そのうち約3分の1がミスセンス変異であ
 る。一般的に,タンパク質切断型の変異は,タンパク質の機能を喪失すると予測されるが,1ア
 ミノ酸置換をきたすミスセンス変異(no11-synollymousSNPs)の場合,その機能への影響を
 評価することは容易ではない。遺伝子診断の臨床現場においては特に倫理的問題,家系の構成員
 が少ないなどの理由で表現型と遺伝型の分離分析(segregationanalysis)を行うことが不可能
 な場合,ミスセンス変異が病的変異であるか機能を保持した遺伝子多型であるかを判断すること
 は極めて困難である。このため,以前より遺伝性非ポリポーシス性大腸癌における皿Hノミス
 センス変異の病的意義を評価するための機能診断法が必要とされてきた。本学位申請者らは,
 醒しHノミスセンス変異の病的意義を解明する目的で,出芽酵母を用いた機能解析法(酵母法)と
 "了v∫11・oでのDNAミスマッチ修復能を測定する方法(1nv漉oDNAミスマッチ修復法)により,
 MLH1変異体が機能に及ぼす影響について検討し,機能と構造や機能と臨床的特徴との相関性
 について調べ,以下のことを明らかにした。
 (1)酵母法と,ノ'マv'～roDNAミスマッチ修復法の両者を組み合わせて,MLHlの変異体101種
 類の機能評価を行った結果,多数の機能喪失型の変異体を同定した。
 (2)多数のMLH1変異体解析により,MLH1タンパク質の発現量とDNAミスマッチ修復活性
 の間に明らかな相関を認めないことを明らかにし,雌万/変異による機能自体の喪失の重要
 性を示した。
 (3)多数の変異体を解析することにより,結晶構造的に重要な部位,特にATP結合ポケットや
 ヘテロ2量体形成ドメインでの変異は機能を喪失しやすい傾向が明らかとなり,MLHlの
 機能と構造の間には強い相関性があることを明確に示した。
 (4)機能(DNAミスマッチ修復機能)と臨床的特徴(家族内集積性や発症年齢)との間に相関
 性を認め,これらの要因がMLHlの機能喪失の程度に依存している可能性が示唆された。
 MLH1の機能喪失の程度が発症年齢に影響を与えている可能性があることを初めて示した。
 本研究の結果が,個人・家系の発癌リスクを予測する上で有用な情報となることが期待される
 点(臨床上の有用性,および,遺伝性非ポリポーシス性大腸癌の発症機構においてMLH1機能
 が果たす役割の解明に有用である点(発がん機構研究における有用性)の2点において,本研究
 は優れた論文である。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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